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研究成果の概要： 
 腫瘍細胞表面に高発現している c-Met を標的として、そのリガンドである HGF の c-Met 結合
部位（＝NK1）に緑膿菌外毒素(Pseudomonas Exotoxin=PE) を結合させた新規の抗癌融合蛋白
(=NK1-PE)の開発を行った。NK1-PEによる殺細胞効果はc-Metの発現が低い細胞株（MiaPaca-2、
BxPc-3）である程度認められたが、IL4-PE などと比べると 1/100~1/1000 の効果しかなかった。
PEにより殺細胞効果を上げるというハイリスクな挑戦は結果としては今の所達成出来ていない。 
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍は細胞表面に発現している受容体に、
サイトカインやホルモン（＝リガンド）が結
合する事により増殖・進展が促進される（図
１-a）。この受容体-リガンド関係をブロッ
クして腫瘍抑制効果を狙ったものが分子標的
治療であり、HER2/neu をブロックする抗体で
あるトラスツズマブ（商品名ハーセプチン）
等の臨床応用が急速に進んでいる。しかし、
これらの分子標的薬は腫瘍細胞の増殖を抑制
する消極的な“cytostatic(静細胞的)”な薬
であり、積極的に細胞を殺す“cytocydal (殺
細胞的)”な効果は望めず治療効果が十分で
ない事が多い（図１-b）。一方、米国 FDA(連
邦政府食品医薬品局)の Puri、川上らは，固
形 癌 に 対 し て IL-13 と 緑 膿 菌 外 毒 素
(Pseudomonas Exotoxin=PE) の一部を結合さ
せた人工蛋白（IL-13PE）を投与すると PE に
よる直接的な殺細胞作用により強力な抗腫瘍
効果が得られる事を報告している。癌細胞内
へ取り込まれた(internalization)緑膿菌外
毒素は不可逆的に ADP-ribosylation を分解
し，続いて elongation factor2 (EF-2)を不
活性化することで強い殺細胞効果を発揮する
（図１−c）。 
 
２．研究の目的 
 本研究の第１の目的は、多くの腫瘍細胞表
面に高発現しているレセプターであるc-Met
を標的として、そのリガンドであるHGFのc-Met
結合部位（＝NK1,図2）に緑膿菌外毒素
(Pseudomonas Exotoxin=PE) を結合させた新
規の抗癌融合蛋白(=NK1-PE)を開発する事で
ある。 
 本研究の第２の目的は、抗癌治療物質を工
場で精製して人体に投与する既存の方法と異
なり、産生細胞を直接体内の病巣近傍に配置
する新規投与方法を上記NK1-PEと組み合せる
事である。患者にとって異種である治療細胞
は直径300μmのマイクロカプセル(=MC)に封
入する事により免疫隔離される。細胞が生存
し続ける3-6ヶ月の間治療物質を分泌し続け、
３．研究の方法 
繰り返し投与が不要な持続性を提供する。 
【a—NK1-PE コンストラクトの作製】 
パク
の１
伝子コンストラクトを既に保
E の in vitro での殺細胞効果の確
膵癌細胞株（SUIT-2、AsPc-1、BxPc-3、
がん細胞表面で高発現しているタン
つとして c-Met がある。HGF（hepatocyte 
growth factor）は癌周囲に存在する間質細
胞により産生され、癌細胞表面に発現してい
る受容体である c-Met に結合し癌の浸潤・転
移を促進する。NK4 は HGF の c-Met 結合部位
だけを持ち、c-Met 受容体に結合する事は出
来るがシグナル伝達はせず、HGF との競合阻
害により癌の浸潤・転移を抑える新規抗癌作
用物質である。NK1 はさらに C-Met 結合部位
だけに限定して配列で、今回の緑膿菌外毒素
（PE）との融合には出来るだけ小さな分子が
有利である。 
 現在、NK4 遺
有しており、これを元に PCR 法で NK1 を増幅
する。改変型緑膿菌外毒素（PE）遺伝子のプ
ラスミドは既に米国 FDA で川上が作製した
IL13-PEプラスミドからIL13を除去して作製
する。そのプラスミドを大腸菌（BL21）に遺
伝子導入し NK1-PE タンパクを発現させ、高
速液体クロマトグラフィー（HPLC）により精
製する。 
【b-NK1-P
認】  
6 種類の
CaPan-1、MiaPaca-2、PSN-1）、および申請
者が樹立した日本人膵癌由来の細胞株 8種類
における各レセプターの発現レベルを免疫組
織染色法（タンパク発現レベル）および定量
RT-PCR法（mRNA発現レベル）にて把握する。
これらの細胞に対して作製したNK1-PEの殺細
胞作用をMTT法および[3H]-leucine uptake 
assay（protein synthesis inhibition assay）
により評価する。具体的には各種細胞 1×104 
cellsを 24 穴プレートに播種し、様々な濃度
のNK1-PEを添加する。72 時間培養後にMTT試
薬、または[3H]-leucineを加えさらに培養す
る。4 時間後、吸光度または放射性活性を測
定し殺細胞効果を評価する（図 12）。 
 
４．研究成果 
成した pGEX-KG プラスミドに
NK
E による殺細胞効果
効
H18 年度に作
-1とＰＥのみを導入したコンストラクトを
構築し発現・回収・精製を試みたが、全く収
量が上がらず実験に使えるだけの量を回収す
ることができなかった。そこでH19年度はGST
タグをつけたプラスミドを新たに作り直した。
さらに、発現誘導物質（IPTG）を低い濃度（0.1 
mM）で添加し、室温で発現を誘導することに
より可溶性で発現させました。バッチ法でグ
ルタチオンセファロースに結合させ、そのま
まトロンビンにより GST を切断して回収する
ことで問題を改善し、十分量のタンパクを回
収することが出来た。 
 H19-20 年度には NK1-P
をin vitroにて膵がん細胞（AsPc-1、BxPc-3、
MiaPaca-2、SUIT-2）と線維芽細胞（MRC-5）
に NK1-PE を添加し（0.1 ng/ml~100 mg/ml）、
72 時間後に生死細胞の評価（Cell Counting 
Kit 8）を行った。当初、c-Met が高発現して
いる SUIT-2、AsPc-1 で高い殺細胞効果が得
られると考えていたが、今回行った結果は全
く逆で c-Met が発現していないとされる
MiaPaca-2や低発現のBxPc-3である程度の
果を確認することができた。この結果から作
製した NK1-PE は c-Met 以外の細胞表面上に
発現している受容体に結合し PE の作用によ
り死滅したのではないかと考えられる。しか
し、その効果も現在報告されている IL4-PE
などと比べると 1/100~1/1000 の効果しかな
かった。 
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